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Figura 1; Esquema 
funcionalització 
POLIR MOSTRES DE TI 
 
Material necessari 
1. Paper de carboni de Silici de diferents 
mides 
2. Aigua MQ 
3. Solució Alúmina 1 um 
4. Solució Alúmina 0,05 um 	   	   	   	   	   	  
Passos 
1. Per preparar la solución d’Alúmina: en un 
schott de 250 ml posar 250 ml d’aigua 
MQ + 1 cullerada d’Alúmina (preparar la 
matexa quantitat per cada tipus) 
2. Els papers de carboni de silici tenen diferents 
“grids”, com més baixés el número, més grans 
són les partícules que extreurà. Farem la polició de més baix a més 
alt: 	  
Numgrid Velocitat Direcció Força Temps Observacions 
P600 300 rpm >< Entre 10-15 
N 
10’ Molt brutes de 
baquelita 
P800 150 rpm >> Entre 10-15 
N 
15’  
P1200 150 rpm >< Entre 10-15 
N 
15’  
P2500 150 rpm >> Entre 10-15 
N 
30’  
Al2O3- 1 um 350 rpm >< Entre 10-15 
N 
60’ Anar revisant, anar 





350 rpm >> Entre 10-15 
N 
60’  
Taula 1; Polit 
 
•  per cada tipus d’Alúmina tens un pany blau diferent 
• el disc és millor col·locar-lo a un costat per aprofitar millor l’espai 
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• per netejar els panys blaus, posar només aigua i amb guants anar 
treient-lo 
 
3. Posar disc magnètic 
4. Agafar paper de carboni de la mida que vols i enganxar-lo 
5. Posar l’aigua i el braç a un costat 6. Encendre la màquina (clau cap a la dreta) !comprovar que l’aire 
comprimit es tigui obert	  	  
NETEJA MOSTRES 
Després de polir les mostres haurem de fer sempre aquest protocol, que 
ens assegura una neteja exhaustiva de les mostres metàl·liques. Combina 




• 2 beakers (un ambaigua MQ, un per waste) 
• Cilcohexà, ethanol, acetona 
• Pinces 
• Pipeta vidre/plàstic 
• Pipetejadors 
• Paper plata 
Passos 
1. Netejar un beaker amb H2O i acetona 
2. Col·locar les mostres de Ti al fons del beaker (sempre la cara del 
mirall a dalt) 
3. Fer un rentat amb acetona (sonicar 5’), Treure acetona 
4. Rentat ciclohexà: (posar ciclohexà, sonicar 5’, treure) x 3 
5. Rentat isopropanol: (posar isopropanol, sonicar 5’, treure) x 3 
6. Rentat aigua: (posar aigua, sonicar 5’, treure) x 3 
7. Rentat ethanol: (posar ethanol, sonicar 5’, treure) x 3 
8. Rentat acetona: (posar isopropanol, sonicar 5’, treure) x 2 
9. Últim rentat acetona, deixar les mostres amb acetona 
10. Secar-les una a una amb N2 i posar-les a una placa. !!!sobretot que 
quedin ben seques sinó s’enganxen 
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• sempre que afegim algun líquid mai ho fem directament sobre 
les mostres 











Figura 2; Esquema Rentats 
 
ACTIVACIÓ DE MOSTRES 
 
Atac	  amb	  àcid	  Nítric	  HNO3	  
L’àcid nítric és molt corrosiu amb un al caràcter d’oxidació. En contacte 
amb els metalls genera òxids de metall. Proporcionarà superficies 
hidrofíliques. 
Material necessari 
• 2 beakers 
• HNO3 
• Pinces 
• Pipeta vidre 
• pipetejador 
Passos 
1. Netejar un beaker amb H2O i acetona 
APOLAR  
con un olor 
intensoymuymi
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2. Col·locar les mostres de Ti al fons del beaker (sempre la cara del 
mirall a dalt) 
3. Afegir  fins cobrir les mostres de HNO3 al 65% 
4. Deixar reaccionar el HNO3 durant 1 h dins de la campana 
5. Col·locar en un nou beaker H2O MQ 
6. Col·locar les mostres de Ti al fons del nou beaker 
7. Tirar el HNO3  diluït amb H2O MQ 
8. Posar el beaker al sonicador durant 2’- treure aigua amb la pipeta-  
9. tornar a afegir aigua i Repetir procés anterior 2 vegades 
10. posar ethanol – sonicador 2’ – treure ethanol 
11. repetir procés anterior 2 vegades 
12. posar acetona – sonicador 2 ‘ – treure acetona 
13. repetir procés anterior 2 vegades però a l’última vegada no treus 
acetona 
 
• sempre que afegim algun líquid mai ho fem directament sobre 
les mostres 




• sempre reservarem quan no hi hagi al calendari programats altres 
persones fent polimerització 
• Si al dia següent d’algú que n’ha fet, mirar la botelleta per 
comprovar que no queda líquid. 
• El plasma envelleix, per tant haurem de fer l’activació el mateix dia 
que vulguem continuar fent el pròxim pas (en el nostre cas la 
silanització) 
• Només posem 3 mostres cada cop perquè sinó es satura 	  
1. Posar entrada 1 (Gas 1), que provingui de l’Oxigen 
2. Obrir vàlvula vermella 
3. Encendre màquina 
4. Obrir l’Oxigen des de la clau de dalt (una mica) 
5. PROGRAM 2  
a. Pumpingsown (fer el buit) fins a 0,08  
b. Gas supply (introduir oxigen) seran 30 “ o bé fins que la 
pressiósigui 0,5 mBar 
c. Plasma: 5’; power 33%; potency 100W 
d. Venting (entrada aire): 20” 
6. Col·locar les mostres AMB GUANTS 
7. START 
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Figura 3; Esquema 
silanització a superfícies 
 
8. Quan acaben les mostres les posem al buit 
9. TANQUEM 
e. Si fem servir la màquina pel matí: Tanquem el gas, tanquem 
el botó, tanquem vàlvula f. Si és a la tarda que sabem que ningú més el farà servir: 
tanquem gas, fem el BUIT (programa 12, fempumpingdown a 
0,2, gas supply 5 mbar, però sense gas)	  
SILANITZACIÓ 
 
Paràmetres importants:  Tª, temps, concentració, que els reactius siguin 





1. Claus per entrar sala 
2. Pinces 
3. Pipeta vidre 
4. Pipetejador  
    
5. Agulles 
6. Xeringues de 2 ml i de 
10 ml 
7. Beakers un gran i un 
petit 
8. Frasco schott 9. 2 imans petits 	   	   	  	   	   	  	   	   	  	   	   	  
Passos  
1. Posar a escalfar l’agitador tèrmic a 
90º (la reacció succeeix a 70ºC) 
2. Netejarels frescos schott necessaris (màxim col·locarem 9 mostres 
per fresc) amb aigua i acetona i assecar amb N2 ha d’estar MOLT 
sec!!! 
3. Una a una agafar cada mostra i anar-la assecant amb  N2 
4. Col·locar-les al fons del schott. Deixar un espai a un costat per 
col·locar l’iman 
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Figura 4; Extracció d'un 
líquid anhidre 
 
5. Fer el Buit al schott: posar tap de goma (vigilar que quedi ben 
tancat). Amb una agulla enganxar-la al tub de buit, punxar el tap 
de goma i mantenir durant (30’’ – 1 ‘) 
6. Amb la mateixa agulla posar a poc a poc N2 !!poc a poc i amb poca 
pressió vigilant a que no surti volant, quan s’infla el tap treure-ho! 
7. Afegir la dissolució (fig.7) 
a. 10 mL de toluèanhídrid (dissolvent) , poso ja a l’agitador/ 0,2 
mL d’APTES (2% v/v; 0,08 M) 
! Tb pot ser 5- 0,1, mentre la relació es mantingui 
! primer sempre posar el de més volum 
! fer servir una altra agulla per tal que surti aire i 
deixar espai per la dissolució 
! tirar-ho cap al costat per tal de no afectar 
directament les mostres 
!l’APTES està al dessecador 
7. Deixar a l’agitador i campana durant 1 hora 
*en aqta hora preparar el Cross linker: necessitem 2 mg 
cada ml, si tenim en total 10 ml (5 ml cada pot), necessitem 20mg = 0,02 grs 
(posarem 0,022 x si en perdem pel camí) 
8. Baixem temperatura 
9. En un nou beaker gran, posar totes les mostres al fons, afegir toluè 
anhídre. Sonicar durant 5 minuts 
10. Fem rentats: 1r rentat amb toluè (x3)  no anhidre ( Es fa amb el 
mateix dissolvent per tal d’eliminar les mostres que no s’han 
adherit). 2n rentat: acetona (x1), 3r rentat: H2O (x3), 4t: ethanol 
(x3), 5è: acetona (x3). A l’última d’acetona anar treient una a una i 
assecar amb N2 
11. Posar-les a un petridish ben net i portar-les al forn a curar a 120ºC 
durant 5 minuts 
12. Les posem a un noubeaker 
13. Afegir a les mostres la dissolució de CL: 
A la bàscula pesar els 0,022 grs de CL : N-Succinimidyl 3-
maleimidopropionate - > Nevera sala costat campana silanització 
Afegir dissolvent DMF fins completar volum total, nosaltres 10 ml: 
DMF( N,N-DIMETHYLFORMAMIDE) 
14. Deixar la reacció en agitació durant 1 hora a la campana (25ºC) 
15. Fem rentats: 1r rentat amb DMF (x3)  no anhidre  2n rentat: 
acetona (x1), 3r rentat: H2O (x3), 4t: ethanol (x3), 5è: acetona 
(x3). A l’última d’acetona anar treient una a una i assecar amb N2 
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FUNCIONALITZACIÓ 
Quan l’anchor un thiol el ph de les solucions ha de ser més àcid (6,5) 
perquè es NO creï el pontdis sulfur. 
• Dades de la Roberta (jo utilitzo RGD i Lf-11 en comptes de α5β1 i 
αvβ3) 
Tipus de pèptids 
1. Fibronectina (FN) control + del α5β1 






3. eppendorf      4. Solucions de Ph preparades : PBS normal (7.4); PBS àcid (6,5); 
PBS bàsic (9,5)	   	   	   	   	   	   	  
Passos 
ü A cada mostra de Ti col·locarem 100 ul de cadascun dels pèptids 
ü Realitzarem 3 mostres per cada tipus 
αvβ3 
volem 300 ul , però preparem una mica més: Vt= 350 ul 
voldrem una concentració de pèptid de 100 uM 
el αvβ3està emmagatzemat a 750 uM, per tant el Factor deDilució 
(FD): 7,5 
Vt/FD= 46,7ul 
Per arribar al volum total necessitem de PBS àcid (350 - 46,7) ul 
α5β1 
volem 300 ul , però preparem una mica més: Vt= 350 ul 
voldrem una concentració de pèptid de 100 uM 
el α5β1 està emmagatzemat a 750 uM 
Vt/FD= 46,7ul 
Per arribar al volum total necessitem de PBS àcid (350 - 46,7) ul 
FN 
volem 300 ul , però preparem una mica més: Vt= 350 ul 
voldrem una concentració de pèptid de 50 uM 
La FN està emmagatzemada a 200 ug/ml- FD= 4 
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Vt/FD= 87,5 ul 
Per arribar al volum total necessitem de PBS bàsic (350 - 87,5) ul 
VN 
volem 300 ul , però preparem una mica més: Vt= 350 ul 
voldrem una concentració de pèptid de 50 uM 
La VN està emmagatzemada a 100 ug/ml- FD= 4 
Vt/FD= 175 ul 
Per arribar al volum total necessitem de PBS bàsic (350 - 175) ul 
 
Anirem fent les dissolucions a les eppendorf, primer posant el PBS i 
després la biomolècula )sempre resuspendre abans d’agafar-la i 







 	   	   	   	   	  
Passos 
Normalment és congelen 500.000 cèl·lules en 1 ml de volum. Es rocaman 
fer un recompte cel·lular. 
1. Preparem tants ml de medi de congelació como el numero de 
criotubs previstos (90 % de FBS + 10 % DMSO) 
2. Resuspendre el pellet en el medi de congelació 
3. Traspassar 1ml a cada criotub 
4. Portar-ho al congelador o al tanc de N2(en caso que es tinguin que 
guardar llargs períodes) 	  
 




1. Flasks necessaris 
2. Medi 
3. Puntes de 1000ul 	   	   	   	   	   	  
Passos 
1. Preparar els flasks necessaris amb 10 ml de medi. 
2. En el congelador de -80ºC treure els criotubs requerits (si no 
s’utilitzen al moment, conservar en gel sec ) 
3. Submergir el criotub en un bany a 37ºC. 
4. Mediant una pipeta de 1000 ul traspassar el contingut del criotub 
(1ml) al flask. 
5. Agitar suaument para la repartició de las cèl·lules de manera 
homogènia. 
6. Col·locar el flask en el incubador. 
Un cop descongelades las cèl·lules cal canviar el medi al dia següent 




Normalment és posen mig milió de cèl·lules per flascó en 10 ml de medi 
preparat. 
1. Preparar 10 ml de medi en un flascó 
2. Introduir la suspensió cel·lular, diluïda el medi necessari, calculat 
després del comptatge cel·lular. 
3. Agitar suaument para a una repartició de las cèl·lules de manera 
homogènia (comprovació en el microscopi) 
4. Col·locar el flask en l’incubador. 
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TRIPSINIZACIÓ 
La tripsinizació es realitza quan la confluència cel·lular està a un 80% 
aprox. Els passos son els següents: 
1. Es retira el medi del flask 
2. Es realitza un rentat con 5ml de PBS 
3. Es retira el PBS 
4. Afegim 2 ml de Tryps directament a les cèl·lules (aquí cal 
augmentar a 1 el pass de les cèl·lules) 
5. Es deixa durant 2 minuts el flask en  l’incubador 
6. Cal donar uns copets per a que les cèl·lules es desenganxin del 
plàstic 
7. Afegir 5 ml de medi per neutralitzar la Tryps 
8. És passa la suspensió a un falcon (15 mL) 
9. Centrifugar el flask 5’ a 300 Rcf 
10. Extraure el medi que està per sobre del pellet amb compte. 
A partir d’aquí tenim dos opcions, o congelar-les o bé sembrar de nou per 




1. Posem 4 mL (o una altre quantitat) de medi sense FBS y 
resuspendre. 
2. Posar 10 ul de medi amb cèl·lules, després de resuspendre bé, en 
la càmera Neubauer 
3. Para el recompte, en cas que d’obtenir una gran concentració de 
cèl·lules, és conten només les diagonals de cada quadrant, després 
és multiplica cada valor per 4 i calculem la mitjana. En cas de poca 
concentració, només és fa la mitja de cada quadrant. 
4. La concentració es C = mitja · 104 i equival al número de cèl·lules 
en cada ml 
5. El número de cèl·lules que tenim serà aquesta concentració per els 
mL totals de suspensió que tenim. 
 
Figura 5; Calculadora de 
cèl·lules 
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Aquest protocol descriu els procés de tinció de l’actina del nucli i 
adhesions focals cel·lulars. 
!!sempre posem 3 pous control sense Titani i 
amb cèl·lules per veure el comportament, ja 
que damunt el Titani no veiem res en el 
microscopi 
Material necessari (IBEC) 
1. pinces 
2. cinta pH 
3. PBS; alic PFA; Gly; tritón; BSA; 
anticossos 
4. Pipetes, puntes 
5. Paper de plata 
6. Porta objectes, cubres rodons, celo 
doble cara 	   	   	   	   	   	  
Pasos 
Fixació	  cel·∙lular:	  amb	  PFA(les	  seques)	  
Quan les cèl·lules han acabat els seu temps d’adhesió, aspirem el mitjà	  
• Es netegen amb PBS (x2) 
• S'afegeix paraformaldehyde (PFA) al 4 % en PBS (hem d’assegurar que 
estàdel tot dissolt) i es deixa actuar durant 30 min. Volum : 500 µL per 
mostra. 
“posar-ho amb molta cura, a la paret, perquè no es moguin les cèl·lules” 
-Recomanació: si fas les fixació un dia, realitzar la inmuno l'endemà,	  	  
	  
	  
Rentar les mostres amb PBS (x2) i deixar-les en nevera. 
Netegem mostres amb 500uL /pou de PBS+Gly (3 x 5’) . La presencia de 
glicina ajuda apagar l’autofluorescència del PFA i inactives possibles 
proteïnes afegides. 
	  	  
Preparació de la  solució PBS+ Gly  (falcon 50 mL) 
- Gly: Glycine: EE-119/4B-S1. 20 mM 
Exemple: en 50 mL-> 0,075g 
Ramon Requena Biset  
 
Permeabilització	  
• Si permeabilizem la membrana cel·lular, 
permetem la difusió dels anticossos 
dintre de la cèl·lula. Para això afegim 500 
µL/well de  tritón 0.05 % en PBS durant  
15-20 min. El tritón fa mini porus en la 
membrana. 
• Netegem les mostres con 500uL /pou de 
PBS+Gly (3 x 5’) 	  
Bloqueig	  
	  
• Amb el bloqueig ens assegurem que les úniques interacciones és 
realitzaran 
• de manera específica, es a dir, que els anticossos no s’uniran de 
manera inespecífica a qualsevol proteïna, sinó que ho faran con la 
VINCULINA, ja que l’enllaç  es més fort. 
• Per això, afegim 500 µL/well of BSA 1 % in PBS durant almenys 
30 min (poden ser 1h) 
	  
Primer	  anticós	  
• És realitza per a les 
adhesions focals. 
Utilitzem  anti-vinculin 
(1:100) (de ratolí) en BSA 1 % durant 1 h. El volum utilitzat són 
100uL/pou de solució. 
• Sequem el PBS+BSA, posant les mostres en el centre del pou i 




• Afegim	  100uL	  poc	  a	  poc,	  gota	  a	  gota,	  des	  del	  centro	  com	  a	  la	  imatge	  	  	  	  
• Netegem les mostres con 500uL /pou de PBS+Gly (3 x 5’) (en el 
primer rentat no cal aspirar) 
 
Segónanticós	  
• Necessitarem paper de plata: a partir d’ara treballarem a les fosques 
(lo possible) 
Preparació solució PBS+ Tritón  
0,05% (preparem 20 mL) 
- Tritón: JP-434/8A-S3. Ex: en 20 
mL-> 10uL 
El triton es viscós, agafem una 
punta i la tallem 
Preparació solució BSA (1%) + PBS   (fem 20 mL) 
- BSA: nevera, deixem a temp ambient.  
Ex: 
En 100mL-> 1gr; En 20 mL-> 200 mg 
Preparació solució anti-vinculin amb BSA al 1% (un total de 2 mL per la possible 
espuma: 100uLx15 mostres) 
- Solució anterior (PBS+BSA) 
- Anti-vinculin: congelador. Alíquotes de 10uL 
En un falcon de 15 mL, posem 20uL de vinculina + 1980 uL de solució PBS+BSA  
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• Utilitzem el anti-mouseAlexa 488 (1:2000) in triton 0.05 % durant 1 h 
(amb paper de plata)  i també posem la phalloidin-rodhamine (1:300) 
en triton 0.05 % . 
• Depenent de que volem observar després de l’assaig, es poden 








• Posem 100 uL molt poc a poc(si no podem aconseguir cobrir la mostra, 
afegim 100uL més). Tenim que vigilar ja que la superfície es Molt 
HIDROFILICA, tapem amb paper de plata la placa.	  
• 1 hora 
• Netegem les mostres con 500uL /pou de PBS+Gly (3 x 5’) 	  
DAPI	  
• DAPI s’utilitza per tenyir el nucli. 
• DAPI (1:1000) en PBS-Gly durant 2 
min 
• Afegim 500uL/pou 
• Tapem amb paper de plata, 2 min 
• Netegem les mostres con 500uL /pou de PBS+Gly (3 x 5’) 
Traspàs	  de	  mostres	  per	  la	  visualització	  
• Punta para pipeta de 200, tallem la punta, amb guants (treballem amb  
cells) 
• Amb les pinces és treu la mostra del plou, la posem en vertical per 
sobre de paper filtre para assecar el PBS, amb compte posem per 
sobre el celo, pressionem des dels laterals (!!no tocar superfície!!)	  
• Afegim una gota de Mowiol 
• Posem el cubre des de la diagonal evitant bombolles 






Preparació solució anti-vinculin cambtriton al 0,05% (un total de 2 mL per la possible espuma: 100uLx15 
mostres) 
- Solució anterior (PBS+Tritón) 
- Anti-mousealexa 488+Phaloidin-rodhamine: congelador 7,7uL 
Possem 2 mL en un falcon de 15 mL amb paper plata de triton+PBS; treiem 7,7 uL 
Posem els 7,7 uL del Alexa 488 + rodhamine 
Preparació solució DAPI amb PBS-Gly (un total de 8 
mL- 500 uL x 15 mostres= 7,5 mL= 8 mL) 
 - Solució anterior (PBS+Gly) ->7992 uL 
- DAPI: congelador. 1:1000 ->8uL 
 
Figura 7; Gota sobre la 
mostra 
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ASSAIG LDH 
Aquest assaig cel·lular mesura l'activitat de la Lactat Deshidrogenasa 
(LDH), és tracta d’un assaig de citotoxicitat d'ampli espectre. Aquest 
enzim està present normalment en el citoplasma de les cèl·lules vives i 
s'allibera en el mitjà de cultiu cel·lular al permeabilizar la membrana de 
les cèl·lules mortes o moribundes que s'han vist afectades per un agent 
tòxic.  
 
-Bases de l'Assaig 
Mesura l'increment en l'activitat del LDH en el sobrenedant del cultiu és 
proporcional al nombre de cèl·lules lisades. El kit de citotòxica per LDH de 
la companyia Innoprot proporciona un mètode colorimètric que permet el 
mesurament de l'activitat del LDH utilitzant un còctel de reactius que 
conté lactat, nad+, diaphrose i int.  
L'enzim ldh catalitza la reducció del nad+ a nadh en presència de l-lactat, 
mentre que la formació de nadh es pot mesurar mitjançant una reacció 
acoblada en la qual la sal de tetrazoliumint es redueix fins a un producte 
de formazan vermell. La quantitat i intensitat de color a causa del 
formazan solubilitzat pot mesurar-se espectre foto mètricament a 490 
nm. 
Passos preliminars 
1) Quant les cèl·lules incubades han complert el seu temps d’adhesió 
(unes 4-5h) aspirar el medi (mirar si hi ha alguna cell estesa, aprox 
haurien d’estar un 50% )  
2) Netejar les mostres amb PBS (x3) i transferir en una plata nova. 
3)Afegir el buffer o agent lisador (e.g. m-PER). Fins a cobrir les mostres  
(e.g. 350 µL per mostres de 10 mm en una plata de 48-pous)  
 
4) Congelar les mostres a -80º fins al dia de l’assaig.  
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Ti	  ctrl	   RGDs	   KRSR	   hLf1-­‐
11	  
50.000	   25.000	   12.500	   7500	  
	   	   	   	   	   	   	   	  
	   	   	   	   	   	   	   	  
MH13	   MH12	   FN	   Cells	   5000	   2000	   Medi	   	  
	   	   	   soles	   	   	   sol	   	  
	   	   	   	   	   	   	   	  
 
	  
Passos	  per	  l’assaig:	  	  
Material	  
• Pot per residus, paper de plata, falcon 15mL, gel, multipipeta i 
safates 
• KIT LDH: dye -tarda en descongelar-se. Primer anar-hi i deixar-lo, 
uns 20-30’ (millor sempre descongelar a temperatura ambient). 
Catalyst. Stop solution 
1) Descongelar les mostres a temperatura ambient  
2) Preparar la mescla dye-catalyst a un rati: 250 µLcatalyst + 11.25 mL 
de dye (es a dir el catalyst a una dissolució  x46)  
3) NOMES FER DUPLICATS (així ens en queda una mica per un altre 
assaig i possibles errors) Afegir 100 µL per cada mostra en una plata 96-
pous. Primer resuspendre bé, per assegurar-te que agafes cells 
4) Afegir 100 µL de la mescla dye-catalyst a cada pou 
5)Posar paper alumini. Deixar reaccionar entre 10 a 30 min a les fosques . 
Al cap de 10’ mirar si hi ha diferències de color. Hauria de canviar a 
vermell. Tots els pous haurien de tenir una mica de color. 
6) Afegir 50 µL de solució stop   
Figura 8; Estructura de la placa 48 pous per l'assaig 
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7) Llegir l’absorbància a 492 nm 
Mesura	  de	  l’absorbància:	  	  
1) Encendre (botó darrere) de l’equipament Tecan 
2) Obrir el software “Tecan I control”  
3) Definir plata: Nunclon 96-well flat transparent  
4) Definir area a llegir 
5) Mesurar absorbància-> longitud d’ona a 492 nm 
6) Longitud d’ona de referència a 690 nm (pots no posar-ho) 
7) Col·locar la plata oberta (press firstout, then in) Sense tapa 
8) Prémer start 
 
